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摘要 : PEG ER AG SS H (pheromone binding proteins ,PBPs) 在 昆虫 肉 雄 间 信息 交流 中 起 着 重要 作用 。 本 研究 利用 
RT-PCR 和 RACE 方法 , 从 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta (Guenée) 雄 虫 触角 中 克隆 了 性 信息 素 结 合 蛋 白 2 基因 的 开放 阅 
iE X 3' 末端 序列 ,该 基因 被 命名 为 HassPBP2( GenBank 登录 号 为 EU316186) 。 克 隆 和 测序 结果 表明 ，HEussPBP2 F 
放 阅 读 框 全 长 450 bp, 编码 149 个 氨基 酸 残 其 , 推测 编码 蛋白 的 分 子 量 为 16.9 kD, EAN 5.56, HassPBP2 基因 
结构 分 析 表 明 , 该 基因 由 3 个 外 显 子 和 2 个 内 含 子 组 成 , 内 含 子 的 长 度 分 别 为 90 和 261 bp。 氨 基 酸 序列 联 配 分 析 表 
明 , 此 序列 具有 气味 结合 蛋 日 的 典型 特征 , 5j Hf EH H EL HR PBPs 的 一 致 性 在 34% ~91% 之 间 , 其 中 与 棉铃 忠 
Helicoverpa armigera PBP2 和 烟 芽 夜 峨 Heliothis virescens PBP2 的 序列 一 致 性 高 达 91% 。 时 间 表 达 和 组 织 表达 分 析 显 
zN, HassPBP2 在 卵 期 幼虫 期 和 晴 早 期 不 表达 , 在 晴 中 期 开始 表达 , 并 一 直 持 续 到 成 虫 中 期 ， 且 只 在 雌 、 雄 成 号 触 角 
中 表达 。 
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Cloning, sequence analysis and spatio-temporal expression of a pheromone 
binding protein 2 ( PBP2) gene from Helicoverpa assulta ( Guenée ) 


( Lepidoptera. Noctuidae ) 
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( College of Plant Protection, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China) 

Abstract. Pheromone binding proteins ( PBPs) play an important role in communication between male and 
female insects. The open reading frame and 3' end full-length cDNA of a novel pheromone binding protein 
2 gene was cloned from Helicoverpa assulta ( Guenée) by using RT-PCR and RACE methods, which was 
named HassPBP2 ( GenBank accession no. EU316186). The cloning and sequencing results showed that 
the full-length of open reading frame in HassPBP2 was 450 bp, encoding 149 amino acid residues with the 
predicted molecular weight and isoelectric point of 16. 9 kD and 5. 56, respectively. Gene structure analysis 
revealed that HassPBP2 consists of 3 exons and 2 introns with length of 90 and 261 bp, respectively. Amino 
acid sequence analysis showed that the deduced amino acid sequence of HassPBP2 had the characteristics of 
odorant binding proteins. HassPBP2 had 3496— 9196 identity with PBPs of other Lepidoptera moths, and 
shared 9196 identity with. the PBP2 sequences from H. armigera and Heliothis virescens. Temporal 
expression revealed that HassPBP2 transcript was observed clearly from mid-stage pupa to mid-stage adult, 
but not in the egg, larva and early-stage pupa. The tissue analysis further indicated that HassPBP2 was only 
expressed in the antennae of both male and female adults. 
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党 神经 元 树 突 膜 上 的 气味 受 体 , 因此 , OBPs 在 昆虫 
与 外 界 的 化 学 信息 交流 方面 至 关 重 要 ( 王 桂 末 等 ， 
2002 ; Larsson et al., 2004) , 

根据 OBPs 结合 的 配 基 、 同 源 性 及 其 所 在 的 感 
受 冀 类 型 ,可 把 昆虫 气味 结合 蛋 日 (OBPs) 分 为 性 
信息 素 结 合 有 蛋白 (pheromone binding proteins, 
PBPs) 、 普通 气味 结合 和 蛋 昌 (C general odorant binding 
proteins, GOBPs) ) 和 触角 结合 蛋白 (antennal-binding 
proteins, ABPs) ( Vogt et al., 1989, 1991, 1999) 等 。 
PBPs 能 选择 性 识别 结构 非常 相似 的 性 信息 素 成 分 
( Hansson, 1995) ， 因 而 在 昆虫 雌雄 间 信 息 交 流 和 
种 间隔 离 中 起 着 重要 作用 。 研 究 发 现 , 在 同一 物种 
中 存在 多 种 性 信息 素 结 合 和 蛋白 (PBPs), 它们 被 不 
同 的 基因 座 (loci) 编码 (Bette et al., 2002 ; Picimbon 
and Gadenne, 2002) ,目前 已 经 在 多 种 昆虫 中 克隆 
得 到 了 PBPs 的 基因 , 这些 基 因 包 括 PBP1 基因 、 
PBP2 基因 和 PBP3 基因 (Picimbon and Gadenne, 
2002 ; Abraham et al., 2005; de Santis et al., 2006; 
Forstner et al., 2006; Xiu and Dong, 2007 ; Xiu et al., 
2008) ,其 编码 的 氨基 酸 序列 同 源 性 在 3290 ~ 9290 
之 间 (Abraham et al., 2005), Ul Æ Jp E R SE 
Manduca sexta, YE *& Antheraea pernyi, Z ERKA 
Antheraea polyphemus ( Maida et al., 2000). X 7& 
Bombyx mori Ig 4S IE Helicoverpa armigera 触角 中 均 
存在 3 种 不 同类 型 的 信息 素 结合 蛋 昌 ,而 在 甘蓝 夜 
iE Mamestra brassicae ( Malbéche-Coisné et al., 
1998) . 4| ZF qe R Heliothis virescens ( Krieger et al., 
1993) .甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua ( Xiu and Dong, 
2007) ) 、 和 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura ( Xiu et al., 2008) 
等 昆虫 的 触角 中 也 都 发 现 了 2 种 PBPs。 标 记性 信 
息 素 的 结合 试验 证 明 , RER Lymantria dispar 与 甘 
蓝 夜 蛾 的 PBPs 只 结合 信息 素 混 合 物 中 的 一 种 组 分 
( Vogt et al., 1989 ;Nagnan-Le Meillour et al., 1996) , 
而 家 和 蛋 的 PBPI 和 PBP2 能 够 结合 相同 的 性 信息 素 
组 分 (Zhou et al., 2009) 。 可 见 , 不 仅 信息 素 结 合 
日 存在 多 样 性 , 而 且 信 息 素 结合 蛋白 的 识别 选择 性 
在 不 同 昆虫 中 也 存在 差异 。 

烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta ( Guenée ) 是 烟草 、 辣 
椒 等 经 济 作物 的 主要 害虫 ,目前 已 在 烟 夜 蛾 触角 中 
AUI PBP1( RLR, 2005) 和 PBP3( 刘 晓 光 等 ， 
2006) 的 基因 。 本 研究 利用 RT-PCR 和 RACE 方法 ， 
从 烟 夜 蛾 雄 虫 触角 中 克隆 获得 了 一 个 PBP2 基因 ， 


并 从 烟 夜 蛾 基因 组 DNA. 中 元 隆 得 到 了 该 基因 序列 ， 
在 此 基础 上 , 利用 跨 内 含 子 引 物 和 半 定 量 RT-PCR 
技术 对 其 在 不 同 组 织 和 发 育 时 期 的 表达 情况 进行 了 
研究 ,期望 为 分 析 和 换 明 烟 夜 蛾 雌雄 间 的 信息 交流 
机 制 及 夜 蛾 类 昆虫 的 进化 关系 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

1.1.1 供 试 昆虫 : 烟 夜 蛾 为 河南 农业 大 学 实验 室 饲 
养 , 温度 为 26%C ， 光 周期 16L: 8D, WIA MERESSA] 
饲养 。 取 不 同 组 织 和 发 育 时 期 的 材料 ,立即 放 入 液 
氨 中 快速 冷冻 , 然后 置 于 -80 保存 备用 。 

1.1.2 主要 试剂 :总 RNA 抽 提 试剂 (RNAiso 
Reagent) ,3'-Full RACE AAA ~ Taq DNA 聚合 酶 、 
DL2000 Marker, pMD19-T 载体 .基因 组 DNA 提取 试 
剂 盒 (Universal Genomic DNA Extraction Kit Ver. 
3.0) I B] TaKaRa 公司 ; 反 转 录 试 剂 盒 (RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis Kit) 为 MBI 公司 产品 ; 
DNA 雍 胶 回收 试剂 盒 购 目 北 京 百 泰克 生物 技术 有 
限 公 司 。 


1.2 方法 
1.2.1 总 RNA 和 基因 组 DNA 的 提取 :按照 试剂 使 


用 说 明 , 利用 RNAiso Reagent 提取 烟 夜 蛾 不 同 组 织 
和 发 育 时 期 的 总 RNA, 利用 基因 组 DNA 提取 试剂 
盒 提 取 烟 夜 蛾 触角 中 的 基因 组 DNA, 

1.2.2 引物 的 设计 与 合成 :根据 棉铃 虫 PBP2 基 
因 、 烟 芽 夜 蛾 PBP2 基因 和 甜菜 夜 蛾 PBP2 基因 
( GenBank 登录 号 分 别 为 EU647241 ，AM403491 和 
AY545636 ) 核 车 酸 序 列 设计 合成 PP1 和 PP2 引物 。 
本 人 研究 所 用 引物 及 其 用 途 见 表 1, 引物 由 上 海 生 工 
生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 。 

1.2.3 RT-PCR: Bi ERI OT EHI, VÀ 
雄 虫 触角 总 RNA 为 模板 合成 cDNA 第 一 链 ， 然 后 
以 合成 的 cDNA 第 一 链 为 模板 , 利用 PPI 和 PP2 引 
物 进 行 PCR 扩 增 。PCR 反应 条 件 为 :94Y 3 min; 
94C 1 min, 59C 1 min, 72C 1 min, 35 个 循环 ; 
72 10 min, 

1.2.4 基因 克隆 和 序列 测定 :利用 190 3I EHE E 
电泳 对 上 述 PCR 产物 进行 分 析 , 并 纯化 目的 片段 ， 
基因 克隆 参照 Sambrook 等 (2002 ) 的 方法 进行 。 序 
列 测定 由 大 连 宝生 物 工程 有 限 公 司 完 成 。 
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表 1 本 实验 设计 合成 的 引物 及 其 用 途 


Table 1 Primers and their usage in the experiment 


扩 增 片段 
Amplified fragment 


HassPBP2 cDNA 
HassPBP2 cDNA 3' end 
HassPBP2 cDNA ORF 


HassPBP2 基因 片断 HassPBP2 gene fragment 


引物 名 称 引物 序列 
Name Primer sequence 

PP1 5'-ATGATGGGCTCAGCGATGTC:-3' 

PP2 5'-CACCC( A/G) GC( C/T) ATAGGTCATGT-3' 
P3P1 5'-ACCACTGCAGCCGGGTCCTGGAGATACG-3' 
P3P2 S5'-CCTATAGTGAAATCACTAGTGGAGGATCCGCCG-3' 
POP1 5'-ATCATGGGCTCAGCGATGTCCTC-3' 
POP2 S'-CCTATTTTCATCTCCTTCTCCATCT-3' 
PSP1 S'-AACTGCTTACAAAGATGAGTGAGG-3' 
PSP2 5'-GCTATCTCCAGGACCCGGCTGC-3' 
NCPI 5'-CCGCTGAAACTCCTTCGTGC-3' 

NCP2 S5'-TGTCGCTCCGAAGACCTCAC-3' 


1.2.5 3'RACE: 根 据 上 述 获 得 的 基因 序列 ,设计 
合成 P3P1 引物 , 并 与 3'RACE 试剂 盒 中 的 3'RACE 
Outer Primer 配对 进行 Outer PCR 反应 , 然后 利用 设 
计 合 成 的 P3P2 引物 和 试剂 盒 中 的 3' RACE Inner 
Primer 引物 进行 套 式 PCR 扩 增 , 反应 条 件 按照 试剂 
盒 使 用 说 明 书 进行 , 3'RACE 产物 的 电泳 分 析 、 基 因 
克隆 和 序列 测定 方法 同 1.2.4, 

1.2.6 烟 夜 蛾 PBP2 基因 完整 ORF 扩 增 及 内 含 子 的 
获得 :根据 烟 夜 蛾 PBP2 基因 部 分 cDNA. 片段 序列 和 3 
RACE 产物 测序 结果 , 设计 POP1 和 POP2 基因 特异 性 
引物 , 分 别 以 烟 夜 蛾 雄 虫 触角 cDNA 和 基因 组 DNA 为 
模板 进行 PCR 扩 增 , 以 获得 完整 ORF 序列 , 并 对 该 基 
的 内 含 子 进行 分 析 。 以 上 实验 均 重 复 2 次 。 

1.2.7 烟 夜 蛾 PBP2 基因 时 空 表 达 分 析 : 分 别 取 2 
ug 不同 组 织 和 发 育 时 期 的 总 RNA, 在 同样 条 件 下 
进行 反 转录 。 根 据 已 获得 的 cDNA 和 基因 组 DNA 
序列 , 设计 跨 内 含 子 的 基因 特异 性 引物 PSPI 和 
PSP2 进行 半 定 量 PCR 扩 增 , 扩 增 cDNA FRN 337 
bp, 基因 组 DNA FEX 688 bp; 同 时 利用 基因 特异 
性 引物 NCPI 和 NCP2 对 烟 夜 蛾 18S rRNA 基因 (内 
参 ) 的 cDNA 片段 也 进行 扩 增 , 扩 增 片段 为 170 bp; 
反应 条 件 为 :94% 3 min;94% 1 min, 60C 1 min, 
72C 30 s, 28 个 循环 ;72% 10 min, JT mA E 
10 uL PCR 产 物 , 在 1% 琼脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳， 
EB 染色 , 拍照 。 实 验 重复 3 次 。 

1.2.8 序列 分 析 : 核 昔 酸 序列 分 析 采 用 ChromasPro 
软件 , 氨基 酸 序 列 分 析 采 用 生物 信息 学 在 线 工 具 
http:/AAwww. expasy. org/tools/pi_tool. html， 和 蛋白 质 
二 级 结构 和 三 级 结构 预测 分 别 采 用 在 线 工 具 
http://scratch. proteomics. ics. uci. edu/ 和 http:// 


swissmodel. expasy. org/workspace/index. php? func 


Hassl8SrRNA 基因 片断 Hass1 8SrRNA gene fragment 


= modelling simplel, ， 同 源 性 比较 采用 NCBI 中 的 
BLAST TE, 序列 多 重 联 配 采 用 EBI 中 的 ClustalW 
和 Genedoc 软件 , 进化 树 构建 运用 MAGEA. 0 软件 
中 的 最 大 人 简约 法 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 烟 夜 蛾 PBP2 基因 cDNA 和 内 含 子 的 扩 增 、 交 
隆 及 序列 测定 

以 合成 的 烟 夜 蛾 雄 虫 触角 cDNA 第 一 链 为 模 
板 , 利用 PPI 和 PP2 引物 进行 PCR 扩 增 , 电泳 结 
显示 有 大 小 约 为 450 bp 的 目的 条 种 出 现 (图 1:A)， 
经 过 克隆 获得 了 长 度 为 442 bp 的 DNA 序列 。 在 
NCBI 上 经 BLAST 分 析 , 发 现 此 序列 与 棉铃 虫 等 近 
ZX EG RH PBP2 基因 的 一 致 性 达 91% , 证 明 获 得 的 
序列 为 烟 夜 蛾 PBP2 基因 (命名 为 HassPBP2) 的 


cDNA 片段 。 
bp M 1 2 3 4 bp M 5 6 


2000 E 


1 000 
750 
500 
250 


100 





图 1 PCR 产物 电泳 检测 
Fig. 1 PCR amplification of Helicoverpa assulta 
PBP2 gene HassPBP2 

A: HassPBP2 cDNA 的 克隆 Cloning of HassPBP2 cDNA; B; HassPBP2 
基因 组 DNA 的 克隆 Cloning of HassPBP2 genomic DNA. M: DNA 分 
子 量 标准 DNA marker (DL2000) ; 1: 片断 克隆 Cloning of HassPBP2 
fragment; 2: 3' 末端 克隆 Cloning of HassPBP2 3' end; 3; 编码 区 克隆 
Cloning of ORF region; 4: 阴性 对 照 Sterile water as template for 
HassPBP2; 5; 基因 组 DNA 克隆 Cloning of genomic DNA; 6: 阴性 对 
H8 Sterile water as template for HassPBP2. 
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根据 获得 的 烟 夜 蛾 PBP2 基因 HassPBP2 的 
cDNA 片段 信息 ,设计 合成 P3P1 和 P3P2 基因 特异 
性 引物 并 分 别 与 3'RACE 试剂 盒 中 的 3'RACE Outer 
Primer 和 3’RACE Inner Primer 引物 配对 进行 套 式 
PCR 扩 增 , 对 3’RACE 产物 进行 电 沪 分析， 有 大 小 
约 为 400 bp 的 条 市 出 现 ( 图 1: A), 经 过 克隆 和 测 
序 获 得 了 422 bp 的 DNA 序列 。 将 两 次 获得 的 DNA 


片段 序列 进行 比 对 拼接 , 获得 长 度 为 726 bp BUCH 
酸 序列 (图 2)。 序 列 分 析 表 明 ，HassPBP2 的 开放 
阅读 框 (ORF) 全 长 450 bp( 图 2) 。 利 用 基因 特异 性 
引物 POPI 和 POP2 并 以 烟 夜 蛾 触角 cDNA 第 一 链 
为 模板 扩 增 HassPBP2 的 完整 ORF( 图 1:A), 经 过 
克隆 和 测序 ,获得 序列 与 上 述 拼 接 的 ORF 序列 完 
全 一 致 。 








ATGATGGGCTCAGCGATGTCCTCTAAGGA ACTGCTTI ACAAAGATGAGTGAGGGGTTCACC 60 
M M. G S AM S S K E LLT K MS E G F T 20 
AAGGTCGTGGATGOGTGT AAGACT CAGCT TAATGITGGCGACC AC AT AACGC &AGAC ATG 120 
Kk vvnaAl]krarmsveoenpnziTrQnpsw 40 
TACAACTTCTGGCGCGAGGAGT ATCAGCT GGTGAAC AGAGACCTGGGCTGCAT GATCATG 180 
Y N F WR E EY QLVNRDLGEÉE|MI HM 60 
TGCATGGT AGCCAAGCTCGACCTCATCGGAGACGACCU AGAAGATGC ACC AT GGGAAGGCT 240 
Kj "V AK L DL I,G D DQ KMH HG KA 80 
GAGGAGTTIGCCAASAGUCACGGIGCTGACGATGTCTT AGCCAAGC AGCTGGT GAGCTTG 300 
E E F A KS HG A D DV LÀ KQ Lv Ss L 100 
ATCCACAGCTGCGAGACTC AGC ACC AAGC T ATCGAGGACC ACTGCAGCCGGGT CCTGGAG 360 
ISHET QAHQAIEDHAHỌSRVLE 120 
ATAGCCAAGTGCTTCOSGCACAAAGATCCACGAGCTCAAGTGGGCOCCCAGCATOGAGGTC 420 
IAKkkrF RTKriIHMELKWAPSHMEIWYN 140 
GICATGGAGGAGATCATGACTGCAGCTTAGatggagaaggagatgaaaataggaatggga 480 
V M E E IM T A A x 149 
atgtaagaggaagaatgzgaaagagectaaaagagaagacaagtacttacaataaagtaaga 540 
£gcgczaggaataggcaaaaagctttaggtgatcttaaattaaaatgzcgttgatataaatttt 600 
tgcaatatagattgagatttaataacgtagtagctgzaggaagattttggtcattttttt 660 
atttagtaggattaatttgttztczgtactggetgtgztagzgtagtttttaaactzaaaaaa 720 
aaaaaa 726 
Intron 1 

&taaacatctaaactacaccagcccactggtcattcaaaatcaaaccagaattcctaagg 60 
tatatgattcctaaatcgtttgttccacag 90 
Intron 2 

&£taggtcgacttgteaagatttttgataatctagggzcettgetgtaatttcectaatggcag 60 
ttatttzzcaagcaacgcttagttatetttatatggtatcettacaactaagtacgtatgc 120 
aagccetggzataagaagtcaatttactgcaaagttagctaattaataattacaatettcegt 180 
acactcegtaagtctatattataaagzataggtactaaagcatataatagaaattgtaatag 240 
ccattaatcttttctecccag 261 


图 2  HassPBP2 的 cDNA 序列 \ 推 导 的 氨基 酸 序 列 及 内 含 子 序列 
Fig. 2 Sequences of cDNA, deduced amino acid and intron of HassPBP2 
EE 起 始 密码 子 Start codon was single underlined; " : 终止 密码 子 Stop codon was indicated by asterisk; o; # PEAR Conserved cysteine residues were 
boxed; ^ ;: polyA 加 尾 信 号 Polyadenylation signal domain was double underlined; > <: 内 含 子 插入 位 点 Sites of intron were marked with “ > <”. 


此 外 , 以 烟 夜 蛾 基因 组 DNA 为 模板 , 利用 引物 利用 生物 信息 学 在 线 工具 (http://www. expasy. org/ 


POP1 和 POP2 进行 PCR 扩 增 , 电泳 分 析 结 果 显 示 
获得 大 小 约 为 800 bp 的 片段 (图 1: B), 经 过 克隆 
和 测序 获得 长 度 为 801 bp 的 序列 。 将 此 序列 与 
HassPBP2 的 cDNA 序列 进行 比 对 , 发 现 该 序列 中 包 
含 2 个 内 合子 , 长 度 分 别 为 90 和 261 bp( 图 2)。 
2.2 IARR PBP2 基因 cDNA 的 序列 分 析 

对 HassPBP2 的 cDNA 进行 序列 分 析 , 结果 显 
Zh , 该 基因 编码 区 全 长 430 bp, 3' 咒 非 编码 区 长 276 
bp, 编码 区 推导 编码 149 个 氨基 酸 残 基 ( 图 3), 该 
基因 已 在 GenBank 中 注册 ,登录 号 为 EU316186, 


tools/pi_tool. html) 对 氨基 酸 序 列 进行 分 析 , 结果 表 
Hj, 烟 夜 蛾 PBP2 的 预测 分 子 量 为 16.9 kD, SEHR AR 
为 5.56。 序 列 比 对 结果 表明 , 烟 夜 蛾 PBP2 与 其 他 
昆虫 的 PBPs E 6 个 高 度 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 
(图 3), 并 且 与 它们 的 一 致 性 在 34% ~91% 之 间 ， 
其 中 与 棉铃 虫 Helicoverpa armigera PBP2 ( Harm 
PBP2) FIH FRAIR Heliothis virescens ( HvirPBP2 ) 的 序 
列 一 致 性 最 高 , 达 91% ,其 次 是 小 地 老虎 Agrotis 
ipsilon ( AipsPBP2) ,一 致 性 为 71% ; E Ze dp A 


Antheraea polyphemus ( ApolPBP2 ) fü $$ È IR 
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Lymantria dispar ( LdisPBP2) 的 一 致 性 较 低 ， 分 别 为 缘 关 系 越 近 ，PBP2 氨基 
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酸 序列 一 致 性 越 高 (图 4) 。 


3996 和 349% 。 系统 发 有 分 析 FAR ULARBI, FLU AR 
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烟 夜 蛾 PBP2 与 其 他 昆虫 PBPs 的 多 重 联 配 


Fig. 3 Amino acid sequence alignment of Helicoverpa assulta PBP2 and other insect PBPs 

黑色 阴影 表示 氮 基 酸 10090 一 致 性 , 灰色 表示 8090 一 致 性 , 白色 表示 80% 以 下 一 致 性 。Amino acids with 10096 identity are in black box, those 
with 80% identity are in grey box and those below 80% are in white box. HassPBP2 : 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta PBP2 (EU316186) ; HarmPBP2 ; 棉铃 
虫 Helicoverpa armigera PBP2( EU647241) ; HvirPBP2; 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens PBP2 ( AM403491) ; AipsPBP2; 小 地 老虎 Agrotis ipsilon PBP2 
(AY973627) ; AsegPBP2: 黄 地 老虎 Agrotis segetum PBP2 ( AY301987 ) ; SexigPBP2 : AH 3 TX Mk Spodoptera exigua PBP2 ( AY545636 ) ; MbraPBP2; 1f 
dE Tg Mamestra brassicae PBP2( AF051142) ; SIitPBP2 ; 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura PBP2( DQ114219) ; MsexPBP2 ; 烟草 天 蛾 Manduca sexta PBP2 
( AF117588) ; ApolPBP2 : £ È KAIR Antheraea polyphemus PBP2 ( AJ277266 ) ; LdisPBP2 ; 2$ 8$ f Lymantria dispar PBP2 ( AF007868) ; BmorPBP2 ; 


(DQ286414). 下 同 The same below. 
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图 4 烟 夜 蛾 与 其 他 昆虫 PBP2 氨基 酸 的 系统 发 育 树 
Fig. 4 Phylogenetic tree based on amino acid sequences 


of PBP2 from Helicoverpa assulta and other insects 


100 


49 
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98 
85 
95 
91 
94 


烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta PBP1 ( AY864775 ) ; HassPBP3: 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta PBP3 


pama? 2.3 HER PBP2 基因 的 时 空 表 达 

HassPBP2 利用 PSP1 和 PSP2 跨 内 含 子 引物 以 及 半 定 量 
As PBP? RT-PCR 技术 , 研究 了 HassPBP2 在 不 同 组 织 和 发 育 
A 时 期 的 表达 情况 。 结 果 表 明 ，HassPBP2 TEWE HE R 
LdisPBP2 触角 中 表达 , 且 在 雄 虫 触角 中 的 表达 量 大 于 雌 虫 ， 
SPBP2 ERA A]. 足 ` 翅 中 不 表达 (图 5$),， 因 此 具有 
SiiPBp2 触角 特异 性 表达 的 特征 。 此 外 , 该 基因 在 卵 、 幼 上 忠 


和 肾 早 期 不 表达 , 在 晴 中 期 开始 表达 ， 师 末期 到 成 
虫 羽 化 一 直 保 持 高 水 平 的 表达 ， 而 在 成 虫 中 期 表达 
量 有 所 下 降 ( 图 5)。 
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5 PBP2 基因 在 烟 夜 蛾 不 同 组 织 \ 不同 发 育 时 期 的 表达 
Fig. 5 Temporal and tissue expression of HassPBP2 
1: 雄 虫 触角 Male antennae; 2: WIR fh ff Female antennae; 3; lx 
Proboscis; 4: Æ K füh f 4H H3. Head without antennae and 
proboscises; 5: 胸 Thorax; 6: 腹 Abdomen; 7: 足 Legs; 8: XH Wings; 
9. BB Embryo; 10; 1 龄 幼虫 Ist-instar larva; 11; 3 龄 幼虫 3rd-instar 
larva; 12; 5 龄 幼虫 Sth-instar larva; 13: 1 Hiit 1st-day pupa; 14; 5 
日 龄 肾 Sth-day pupa; 15: 10 日 龄 师 10th-day pupa; 16: 1 日 龄 成 虫 
1st-day adult; 17: 5 日 龄 成 虫 Sth-day adult; 18: 空白 对 照 Sterile 
water as template for HassPBP2; 19; 基因 组 DNA Genomic DNA. 


3 讨论 


本 研究 利用 RT-PCR 和 RACE 方法 克隆 了 烟 夜 
ik PBP2 基因 HassPBP2 序列 , 并 对 该 基因 预测 编码 
的 氨基 酸 序 列 进行 分 析 , 发 现 其 编码 的 重 日 质 分 子 
量 约 为 16.9 kD, FEAA 5.56, 含有 6 个 保守 的 
半 胱 筑 酸 ， 具 有 气味 结合 恒 日 的 典型 特征 。 对 氮 基 
酸 序列 一 致 性 分 析 结 果 表 明 , 烟 夜 蛾 PBP2 与 PBPI 
(IPSE, 2005) .PBP3( 刘晓光 等 ，2006 ) 的 一 臻 
性 分 别 为 50% 和 49% ，PBP1 与 PBP3 的 一 致 性 为 
4790 , 但 烟 夜 蛾 PBP2 55 dg 4S E FAA F Tc PBP2 
的 一 致 性 高 达 91% 。 这 些 结果 说 明 性 信息 素 结 合 
重 白 家 族 具 有 和 多样 性 , 而且 同一 类 型 PBPs 的 氨基 
酸 序 列 更 为 保守 ,这 可 能 与 不 同类 型 的 PBPs 运输 
不 同 的 信息 素 组 分 有 关 ( 修 伟 明 等 , 2005) 。 对 烟 夜 
ik PBP2 和 其 近 缘 种 、 远 缘 种 昆虫 PBP2 的 二 级 和 三 
级 结构 预测 表明 ，PBP2 主要 有 6 个 a- 螺 旋 构 成 ， 
RADEK B- 折 车 , 存在 相似 的 三 级 结构 ,表明 昆 
虫 PBP2 在 进化 过 程 中 非常 保守 ,可 能 结合 相同 或 
相似 的 性 信息 素 组 分 , 因此 雄 虫 对 肉 性 信息 素 的 识 
别 很 可 能 还 与 PBP2 或 者 受 体 和 蛋 日 结合 信息 素 的 能 
JARo 

先前 的 研究 认为 PBPs HERE AN RERIK 
(Vogt and Riddiford, 1981; Laue and Steinbrecht, 
1997) , 但 是 后 来 发 现 有 些 昆 虫 的 PBPs MEHER 
触角 中 表达 , 在 上 肉 虫 触角 中 也 有 表达 。 如 蜂 螂 
Leucophaea maderae 的 PBPs 在 识别 性 信息 素 的 雌 虫 
触角 中 特异 表达 (Riviere et al., 2003) ;斜纹 夜 蛾 的 
PBP1 和 PBP2 ZEE ri fel fA H HIRIA te HH ie T E 
虫 (Xiu et al., 2008) ; fij ARIES CIRCE HE R ft fA P n 
PBPs 表达 水 平 基本 没有 区 别 ( Gyirgyi et al., 1988) 。 
本 人 研究 结 采 显示 , 烟 夜 蛾 PBP2 在 触角 中 特异 性 表 
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is, 且 在 雄 虫 触角 中 的 表达 量 大 于 肉 虫 。 研 究 发 
现 , 烟 夜 蛾 雄 虫 的 寿命 为 7 ~9 d( 付 晓 伟 等 ， 
2009 ) ,交配 高 峰 期 在 2 ~3 日 龄 。 本 实验 选取 初 羽 
化 成 虫 代表 未 交配 状态 ,5 日 龄 成 虫 代表 已 交配 状 
S, 实验 结果 表明 PBP2 在 烟 夜 蛾 羽化 初期 的 表达 
量 明 显 高 于 中 期 的 成 虫 , 说 明 交 配 后 PBP2 表达 量 
明显 降低 。 至 于 PBP2 与 求偶 和 交配 的 关系 ,还 需 
要 进一步 研究 。 

目前 已 从 30 多 种 昆虫 触角 中 克隆 出 了 50 多 种 
PBPs 基因 的 cDNA 序列 , 但 仪 从 小 地 老虎 、 黄 地 老 
席 ( Abraham et al., 2005) , Z& Æ ( Forstner et al., 
2006) 甜菜 夜 蛾 (Xiu and Dong, 2007 ) fL ACD IR 
( Xiu et al., 2008) 等 昆虫 中 克隆 出 了 11 条 PBPs 3 
因 的 内 含 子 序列 。 本 研究 获得 的 烟 夜 蛾 PBP2 基因 
与 以 上 几 种 昆虫 PBPs 基因 的 DNA 结构 相 比 有 以 下 
共同 特点 :(1)3 个 外 显 子 被 2 TAE TEJ; (2) 
具有 高 度 保 守 的 外 显 子 与 内 含 子 交界 处 (intron/ 
exon boundaries) ;(3) 富 含 A 工 碱 基 。 这 表明 , BH 
目 昆 虫 PBPs 的 基因 源 于 同一 基因 家 族 。 但 是 PBPs 
基因 内 含 子 的 长 度 表现 出 很 大 的 不 稳定 性 , 最 短 的 
76 bp, 最 长 的 1 251 bp。 由 于 外 显 子 - 内 含 子 交 界 
处 核 甘酸 序列 及 其 数量 的 稳定 性 和 内 含 子 长 度 的 不 
稳定 性 对 分 析 PBPs 基因 的 进化 和 功能 具有 参考 价 
E, 因此 还 需要 发 现 更 多 昆虫 PBPs 基因 的 内 含 子 
来 提供 证 据 (Xiu and Dong, 2007) 。 

烟 夜 蛾 肉 性 信息 素 包 括 多 种 组 分 ( Sugie et al., 
1991) , 我 们 已 经 从 烟 夜 蛾 雄 虫 触角 中 克隆 了 3 种 
PBPs 的 基因 , 但 是 这 3 种 基因 与 烟 夜 蛾 的 雌性 信 
县 素 不 同 组 分 的 结合 关系 目前 还 不 清楚 ,需要 做 进 
一 步 的 研究 。 
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